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MANIPULACION GENETICA EN EL
CULTIVO DE MOLUSCOS EN MEXICO

Genetic Manipulation in cultured of Mollusks in Mexico

Faustino Rodriguez Romero' y Margarita Gasca Montes de Oca'.

RESUMEN

La manipulacién genética en moluscos de importancia para la maricultura tiene como fines la mejora
genética de los reservorios poblacionales y la mas eficiente explotacién de los recursos malacolégicos
por medio de la acuicultura. Esta manipulacién genética se proyecta por dos vias: la manipulacién de
los cromosomas y el manejo de genes por técnicas de genética molecular.

Mediante la citogenética, se realiza la manipulacion de conjuntos cromosdmicos como en el caso de la
produccién de organismos triploides con fines comerciales.

Otros procedimientos como la formacién de descendencia uniparental, a través de técnicas para la
formacién inducida del sexo, la ginogenética, la androgenética, el transplante de nicleos y la fusién
celular apenas se inician. Por otra parte, las técnicas moleculares para el manejo de genes de moluscos
estin por desarrollarse y la clonacién de los genes con diversos fines, tales como la promocién del
crecimiento, la fijacién de larvas y como sondas de prueba, se presentan con un enorme potencial en
beneficio del uso adecuado de estos recursos, a través del cultivo de moluscos comerciales.

Palabras clave: Acuicultura, manipulacién genética, mejora genética, moluscos.

ABSTRACT

Genetic manipulation in cultured species of marine mollusks has the main purpose of stocks
improvement for commercial exploitation. Cytogenetics and molecular techniques are at present,
suitable approaches for genetic manipulation in these organisms.

At chromosome level, manipulation is attained by means of the cytogenetic procedures as in the case
of triploids produced for commercial purposes.

Uniparental lineage, sex reversal, gynogenetics, androgenetics, nuclei transplant and cell fusion are
procedures to be developed in mollusks. Cloning genes for growth, larval settlement and for their use
as genetic probes, has an enormous potential in aquaculture. Initial advances promise spectacular

results in the near future,

Key words: Aquaculture, genetic manipulation, genetic improvement, mollusks.

Introduccion

En el mundo, la mayoria de los moluscos mas co-
munmente utilizados en acuicultura pertenecen a los
pelecipodos y gasterépodos en donde se encuentran
por ejemplo, especies de gran valor comercial como
las madreperlas del género Pinctada, los ostiones de
los géneros Ostrea y Crassostrea, los abulones del
género Haliotis y los caracoles del género Strombus.

1. Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, Universidad
Nacional Auténoma de México. Apartado Postal 70-305,
México D. F. 04510, México.

En México, la mayor produccién de moluscos por
acuicultura pertenece a los ostiones Crassostrea
virginica, del Golfo de México, con una cantidad
aproximada a las 20,000 tons anuales, lo que significa
mas o menos la mitad de la produccién ostricola
nacional por afio. Otros moluscos de los cuales se
tienen referencias de su cultivo son: Crassostrea gigas,
Aequipecten circularis, Tivela stultorum y Pinna
rugosa (todos ellos pelecipodos; Haliotis corrugata,
Haliotis rufescens (abulones) y Strumbus gigas
(Gasterépodos).
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Por la diversidad y abundancia de especies comunes
en México, se considera que el cultivo de moluscos en
este pais tiene un futuro promisorio. Informacién
publicada (Acuavisién, 1989) sefiala que de 136
especies acuaticas susceptibles de cultivo, solo 26 son
explotadas en forma comercial. De éstas, solo 2
pertenecen a moluscos (Juarezy Palomo, 1987). Al
respecto, Baqueiro (1984) senala el aparente alto
potencial del cultivo de moluscos en el pais e identifica
a 67 especies con caracteres comercial en la Costa del
Pacifico mexicano. Por su parte, Garcia-Cubas ef al.
(1987) reconocen a 92 especies comestibles per-
tenecientes a 22 familias de moluscos: 10 familias
corresponden a bivalvos (47 especies), 9 a
gasterépodos (37 especies) y 3 a cefalépodos (8
especies) presentes en las costas de México, las cuales
con excepeidn de las que pertenecen a la clases
Cephalopoda, el resto tienen posibilidades de ser
comercializadas por acuicultura. De estas 92 especies,
59 tiene posibilidades de ser explotadas por
acuicultura con fines alimenticios (Tabla 1). De lo
anterior puede concluirse que actualmente en el pais
se explota comercialmente por cultivo apenas el 2.2%
aproximadamente de las especies de moluscos que
pueden ser utilizadas para incrementar la produccion
por cultivo en México.

El cultivo de moluscos es una actividad con un
potencial importante que puede ayudar al desarrollo
de las comunidades rurales riberenas y que puede
hacer aportes significativos a la produccién pesquera
mundial y a la satisfaccion de necesidades de materias
primas para la industria de alimentos y de ornamen-
tacién, ya que los atributos biolégicos de las especies
son explotables a corto plazo. Por la acuicultura, se
facilita la tarea de captura y disposicion de recursos
para su comercializacion debido a la factibilidad
amplia de preparar la produccién cria y engorda de
los organismos en cultivo. El mejor desarrollo de las
especies en cultivo, especialmente en casos en donde
¢ste se realiza mas alla del aspecto extensivo, dado
que se puede tener el control de los pardmetros
ambientales, de alimentacién y de enfermedades,
cuando menos en alguna de sus fases bioldgicas. La
mejora de lote de organismos en explotacion, ya que
la tendencia natural de la acuicultura es [a produccion
de los cultivos por efectos de la manipulacién
direccional. La explotacion razonada del recurso, lo
que implica su preservacion, en particular su cultivo
se desarrolla con un apoyo multidisciplinario que
promueva la produccién mas elevada a largo plazo
sin erosionar sus recursos genéticos, La multiplicacion

de organismos pertenecientes a especies de moluscos
en peligro de extincidn, con el fin de promover ¢l
repoblamiento de su hédbitat natural y de la conser-
vacion de su genoma a través de bancos de genes.

Objetivos de la manipulacién genética en
moluscos

En general, el reto de la manipulacién genética
implica cuando menos los siguientes cinco objetivos
principales:

- La obtencidn de lineas de organismos altamente
seleccionados para genes especificos en el menor
tiempo posible y bajo condiciones de estricto
control.

- Lapreservacion de la variabilidad genética a pesar
de la seleccion direccional y el aumento de la
heterocigocidad media en la poblacion.

- La evaluacién y catalogacién de los recursos
genéticos en poblaciones susceptibles de ser
explotadas por acuicultura.

- Lamejora de la relacién genotipo-ambiente

- Laconservacion de genotipos a través de bancos de
genes.

Los diversos procedimientos que constituyen la
metodologfa actual de eleccion para la manipulacién
genética en moluscos se describen en la tabla 2. Estos
procedimientos resultan especialmente pricticos en
casos de organismos bivalvos sedentarios cuya
ovogénesis tiene la peculiaridad de mantenerse
detenida en meiosis I como es el caso de las ostras
del género Crassostrea. Por sus posibilidades en la
mejora de moluscos los mas atractivos son:

La fusidn celular. Se logra mediante el uso de
substancias como el polietilenglicol para obtener
organismos diploides ginogenéticos biparentales a
nivel interespecifico e intraespecifico.

El transplante de nicleos. Es un sistema experimental
que permite obtener expresién de genes en
citoplasmas extranos mediante la micromanipulacién
de niicleos celulares. Se pueden obtener organismos
con diferentes grados de ploidia.

La formacion de organismos partenogenéticos. A
partir de 6vulos que son activados por medios
artificiales, quimicos o fisicos, es posible inducir ¢l
desarrollo de los 6vulos de moluscos bivalvos
normalmente detenidos en profase o metafase [ de la
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Tabla 1. Nimero estimado de especies actuales con potencial para la acuicultura en México por

provincias malacolégicas (Ginicamente con fines alimenticios.

Autor Californiana Pandmica Caribeana Total
Bagqueiro, 1987 3 25 5 33
G. Cubas, et al 1987 6 37 16 59

Tabla 2. Metodologia para la manipulacién genética en moluscos.

Nivel Estrategia

1. Reversion del sexo en embriones ginogenéticos

2. Formaci6n de organismos triploides

3. Formacién de poliploides

1. Fusién de células

2. Transplante de nicleos

1. Formacién de organismos partenogenéticos haploides

2. Formacién de organismos diploides uniparentales: Ginogénesis
y Androgénesis

. Duplicacién cromosdmica por bloque de la meiosis Iy IT

. Duplicacién cromosémica por bloque de la primera mitosis.
. Insercién de genes. Fusidn de genes

. Produccién de moléculas para la administracion exdgena

. Evaluacién de los recursos genéticos

. Criopreservacion y banco de genes

Embrionario

Celular

Cromosoémico

Molecular

A diferentes niveles

(S I S R S S )
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meiosis , al respecto, se ha determinado que un cambio
en el pH interno del évulo puede ser el mecanismo
que desencadene su activacion (Obata y Nemoto,
1984; Longo, 1983). Se ha demostrado experimental-
mente que los évulos de algunos bivalvos pueden ser
activados por NH,Cly KCI (Dube y Guerrier, 1982;
Zucker et al., 1978).

Los évulos de bivalvos también pueden ser activados
por medios fisicos exclusivamente , tales como:

La temperatura (32-35 °C durante 90 min), combinada
con la aplicacién de choques hipoténicos (Allen,
1986).

La presion hidrostatica (de 8,000 a 14,000 psi por 5
min.) (Stiles et al., 1983)

Formacién de organismos diploides uniparentales.

- Ginogénesis. Es el procedimiento mediante el cual
se induce la formacién de organismos por la activa-
ci6n de un évulo por un espermatozoide inactivo o
heteroespecifico que no aporta su informacion
genética al nuevo individuo. Los 6vulos pueden ser
activados ginogenéticamente por espermatozoides a
los cuales se les ha inactivado su ADN mediante me-
dios quimicos o por irradiacion. En el caso de los
moluscos bivalvos solo se ha utilizado la radiacion

con rayos X a dosis de 10-225 R (Stiles, 1978), o con
luz ultravioleta (Arai er al 1984; Stiles ez al. 1983).

Androgénesis. Se refiere a aquellos organismos
formados por la activacién de un 6vulo cuyo ADN ha
sido inmovilizado por via de un espermatozoide activo
genéticamente. Unicamente ha sido publicado un
trabajo sobre androgénesis en Crasostrea virginica
(Stiles et al 1983).

Duplicacién cromosémica de huevos activados.

Se realiza normalmente en organismos
partenogenéticos, androgenéticos y ginogenéticos con
el fin de conseguir la diploidizacion del genoma
materno o paterno que permita la obtencion de
descendencia viable.

1. Induccién por diploidizacion.

2. Por supresion de una division meiotica . Al respecto,
Allen (1986) sugieren la siguiente terminologia:
Para aquellos huevos en los cuales se ha bloqueado
la primera divisién meiGtica o reduccional, propone
que los organismos que se producen se les nombre
meioginos reducionales; mientras que aquellos
huevos a los que se les ha suprimido la segunda
division meiotica o ecuacional, se les llame
meioginos ecuacionales.
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- Por supresion de la primera divisién mitética del
cigoto, el mismo autor sugiere el nombre de mitoginos.

La diploidizacion puede ser inducida por agentes
quimicos o fisicos. Para el caso de agentes quimicos,
las substancias mas utilizadas son: Metilxantinas,
Cafeina, Citochalasina B

Formacién de organismos triploides.

En moluscos bivalvos, el éxito en la formacién
experimental de organismos triploides depende del
control de la fertilizacién y de los eventos meidticos
en el huevo y el porcentaje obtenible de triploides
depende de que se mantenga la temperatura constante.

Mecanismos de induccién de la triploidia.

Induccién quimica en moluscos. La mayoria de las
investigaciones publicadas se refieren a la obtencion
de organismos triploides por el uso de la Citochalasina
B para inhibir la expulsién del glébulo polar. Por este
medio Stanley et al (1981) han producido triploides
en ostiones Crassostrea virginica , Allen et al (1982)
en Mya arenaria, Tabarini (1984) en Argopecten
irradians, Beaumont (1986) en Mercenaria mercenaria
y Pecten maximus y Downing y Allen (1986) en
Crassostrea gigas.

La Citochalasina B, que es un producto del metabolis-
mo de los hongos Phoma exigua y Helmintosporiuum
dematioidersm (Tamm, 1978), tiene la propiedad de
inhibir la motilidad celular y la citocinesis en forma
independiente de la duplicacion de los cromosomas y
de la division del nicleo celular (Carter, 1967). La
experiencia en el uso de esta substancia ha indicado
que la dosis mas comtin para obtener triploidias en
invertebrados como los moluscos bivalvos es de 1 mg
por litro, aplicando durante 20 minutos, con lo cual
normalmente se puede esperar un éxito del 88% de
organismos triploides.

Induccién por presion. La presion hidrostatica ha sido
utilizada en forma efectiva en la manipulacién de
cromosomas de una varicdad de especies (Allen y
Meyers, 1985; Benfey y Sutterlin, 1984; Lou y
Purdom, 1984; Streisinger ef al.. 1981; Guillespie y
Armstrong, 1979, 1980; Tompkins, 1978). En
bivalvos, Chaitony Allen (1985) produjeron triploides
en C. gigas mediante el tratamiento de huevos con
presiones hidrostaticas de 6,000-8,000 psi durante 10
minutos, aplicadas después de la fertilizacién. La mas
alta proporcion de triploides obtenida por este método

fue de 57%. Sin embargo, se ha senalado que la presion
hidrostética probablemente no sea la forma 6ptima
para la produccién comercial de triploides porque la
presion, cuando es aplicada, bloquea todos los
procesos del desarrollo que ocurren en la poblacidn
de huevos y solo se afectara aquellos cigotos que se
encuentren en un estado vulnerable que es el de la
formacion del segundo glébulo polar. Cuando la
presion termina, el desarrollo se reanuda.

Induccién térmica. Una técnica de gran utilidad
potencial y versatilidad es la que hace uso de los
choque térmicos en huevos en desarrollo. Es amplia-
mente utilizada para producir triploides en peces
teledsteos (Thorgaard, 1983). Quillet y Panelay
(1986) produjeron triploides de C. gigas al someter
huevos recientemente fertilizados a choques térmicos
de 30, 32, 35 6 38 °C durante 10 minutos. Los
tratamientos mas adecuados se encuentran a las dos
temperaturas mas altas durante lapsos entre 10y 35
minutos después de la fertilizacién. Los choques con
una duracion de 20 minutos produjeron alrededor de
60% de triploides.

La ventaja de este procedimiento es su ficil aplicacion,
con mayor aceptacion por parte de los consumidores
si se compara con los triploides que se producen por
los métodos quimicos y su practicabilidad atin en los
sistemas de cultivo mas sencillos. No obstante, existe
la desventaja de la produccion reducida de triploides
porque este tratamiento detiene todo el desarrollo
como en el caso del tratamiento con presion y solo
son afectados aquellos cigotos que se encuentren
vulnerables. El médximo obtenido es de un 60%
mientras que con la Citochalasina B, se ha podido
lograr un 100% (Downing y Allen, 1986).

Para valorar los efectos de los tratamientos y conocer
la proporcion de organismos triploides obtenidos, es
preciso conocer el nivel de ploidias de los organismos
tratados. Dos métodos son recomendables: 1) me-
diante la aplicacién de la citometria de flujo a una
muestra poblacional de 25 laminillas de ostiones de
cada lote de producciony 2) la determinacion de los
nimeros cromosomicos a través del andlisis de
preparaciones cromosomicas a partir de larvas
trocéforas. Otra posibilidad interesante, puede ser el
uso de la tecnologia del “Coulter Counter” para medir
el nicleo de células de ostiones diploides, triploides y
poliploides de varias edades, ya que este procedimien-
to ha probado ser de utilidad en la discriminacién de
peces diploides de triploides (Allen y Wattendorf,
1986; Benfey et al., 1984; Johnson et al., 1984).
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De estudios anteriores realizados al respecto, sobre
todo en peces, se ha desprendido que los organismos
triploides presentan esterilidad reproductiva
(Thorgaard y Allen, 1986; Purdom, 1972, 1983;
Thorgaard, 1983; Alleny Stanley, 1981). En el caso
de los moluscos bivalvos, la esterilidad tiene un
Impacto muy significativo en su fisiologia general v
en particular durante el proceso reproductivo.

Mortalidad. Se han reportado para algunas especies
de moluscos valores elevados de mortalidad temprana
en triploides inducidos con Citochalasina B
(Beaumont, 1986; Tabarini, 1984; Allenet al., 1982;
Stanley et al., 1981); no obstante se considera que
esto no menoscaba las perspectivas comerciales, en
especial para los grupos muy fecundos como en los
casos de los mejillones almejas y ostiones. Después de
superada la etapa larvaria, en adelante hasta el adulto,
la supervivencia de organismos triploides es elevada,
similar a la de los controles (Chaiton y Allen, 1985;
Stanley e al., 1984; Tabarini, 1984 ¢ incluso superior
como se lo ha senalado Allen y Downing (1986) en el
caso de C. gigas.

Crecimiento. El crecimiento de bivalvos triploides
ha sido estudiado en 3 especies. Stanley ef al., (1984)
encontraron que triploides de C. virginica tratados
durante la liberacion del primer glébulo polar cre-
cieron mas ripidoy tuvieron 40% mas de carne que
los controles diploides; los triploides inducidos
durante la liberacion del segundo glébulo polar no
crecieron mas rapido que los controles. El crecimiento
mas rdpido en ostiones tratados mas temprano fue
atribuido al incremento en la heterocigocidad, la cual
fue 129% mayor que la de los controles. EnA. irradians,
los pesos del cuerpo total de las gonadas y del misculo
abductor fueron significativamente mayores que los
diploides (Tabarini, 1984). Organismos triploides de
C. gigas de un ano de edad fueron muestreados durante
el periodo gametogénico. El incremento general en
peso seco de carne en los triploides fue de 172%
comparado con el 34% en los diploides (Allen y
Downing, 1986).

Insercién de genes. La insercion de genes es un recurso
que puede ser utilizado para la transformacion de
gametos o lineas de células germinales de embriones,
aunque no se asegura que los genes insertados se
expresen en un 100%. La expresion de los genes se
logra de manera mas eficiente si se realiza la adicién
de una secuencia de regulacion inducible al elemento
estructural deseado.

Produccién de moléculas para la administracion
exbgena. La clonacién de genes para la produccion

masiva de moléculas relacionadas con la ovulacién,
la reproduccion, la fijacion larvaria, la metamorfosis,
el crecimiento, etc. Constituye un recurso hasta ahora
muy prometedor en la maricultura ya que con ello se
puede permitir el tratamiento de poblaciones de
organismos de diferentes edades por administracion
externa en beneficio del cardcter que se quiere am-
plificar en forma controlada

Criopreservacion.

Los métodos para el almacenamiento por congelacién
de espermatozoides de peces por tiempo indefinido
eran, hasta hace poco exitosos unicamente en
salmoénidos (Scotty Baynes, 1980). En la actualidad
esta posibilidad se ha ampliado a una gran mayoria de
especies de peces marinos, estuarinos y dulceacuicolas
como consecuencia de la simplificacion y
estandarizacion de los procedimientos de congelacion
con nitrégeno liquido.

Dentro de los objetivos generales de la
criopreservacion, se incluyen: almacenaje, catalogacion
de cualidades genéticasy certificacion de vialidad.

Su aplicacién de acuerdo con Harvey (1986), la
formacién y manejo de los bancos de genes constituyen
gran potencial para acciones de:

Hibridacién intra e interespecifica
Crianza selectiva

Ginogenética

Domesticacion

Conservacion de los recursos genéticos de las
poblaciones

Para el caso de los moluscos, Lannan (1971) ha
senalado la utilidad del uso de gametos
criopreservados de ostiones en estudios de
autofecundaciony es por medio de la criopreservacion
que se pueden lograr las cruzas de especies o
poblaciones asincrénicas y resolver el problema de
dotacién estacional de la semilla necesaria para los
cultivos, a través del uso de espermatozoides y de
embriones almacenados por congelacion.

La metodologia actual para la conservacién por
congelacién de espermatozoides de C. virginica
incluye el uso de dimetilsuféxido (DMSO) como
protector, junto con una solucion de Hanks a pH 8.0.
Después de 68 dias de almacenamiento, se ha logrado
un 91% de fertilizacién, que es muy similar al 92%
obtenido en los controles (Allen 1986): Al respecto,
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Zellet al., (1979) han senalado que se deben esperar
porcentajes parecidos atin después de varios anos de
conservacion de los gametos masculinos.

Evaluacion de los recursos genéticos

En ultimo término, la evaluacion de los recursos
malacoldgicos para la acuicultura, debe incluir la
evaluacion de los recursos genéticos de las especies y
poblaciones que se pretende comercializar. Por ello,
es indispensable la identificacion previa de los or-
ganismos, ya que ésto es de fundamental importancia
para ¢l manejo correcto de los recursos. Al respecto,
la citogenética ha aportado informacidn valiosa a
través de la citotaxonomia y ayudado a establecer de
manera mas segura las relaciones de parentesco entre
especies cercanas, como en el caso de los ostiones
comerciales (Rodriguez Romero, 1981, 1990;
Rodriguez -Romeroet al., 1979a,1979b, 1979¢, 1978;
Longwell et al., 1967) y otros bivalvos comunes de las
costa de México (Rodriguez Romero y Gasca Mon-
tesde Oca, 1998a, 1998 b Duranet al., 1984; Rodriguez
Romero et al., 1983, 1987).

En cuanto a la variabilidad genética, se ha considerado
a ésta como el indicador adecuado que permite
conocer la factibilidad de explotacion de poblaciones
por medio de la pesca y de la acuicultura (Rodriguez-
Romero, 1990; 1989). El criterio se configura a través
del andlisis de los fenotipos expresados por genes en
el polimorfismo proteico por medio de la electro-
foresis, y del andlisis de la variabilidad de segmentos
de ADN mitocondrial; adicionalmente, el manejo
estadisticos de los zimogramas que caracterizan a
diferentes entidades taxonémicas, puede brindar
criterios para su discriminacion y grado de parentesco
aniveles de poblaciones y especies distintas en
términos de similitudes a distancia genética (Nei,
1972). En el caso de la prospeccion de los recursos
malacolOgicos de las costas mexicanas, que son de
interés para la acuicultura, en particular la ostricultura,
¢l estudio de la variabilidad genética ha probado su
aplicabilidad para el establecimiento de politicas de
explotacion de bancos ostricolas (De la Rosa y
Rodriguez Romero, 1988, 1989).
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